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Abstract  
Remote grey matter pathology has been suggested rostral to the compression site in 
cervical spondylotic myelopathy (CSM). We therefore assessed neurodegeneration in the 
grey matter ventral and dorsal horns.  
Twenty patients with CSM and eighteen healthy subjects underwent a high‐resolution 
structural and diffusion MRI protocol at vertebra C2/C3. Patients received comprehensive 
clinical assessments. T2*‐weighted data provided cross‐sectional area measurements of 
grey matter ventral and dorsal horns to identify atrophy. At the identical location, mean 
diffusivity (MD) and fractional anisotropy (FA) determined the microstructural integrity. 
Finally, the relationships between neurodegeneration occurring in the grey and white 
matter and clinical impairment were investigated. 
Patients suffered from mild to moderate CSM with mainly sensory impairment. In the 
ventral horns, cross‐sectional area was not reduced (p=0.863), but MD was increased 
(p=0.045). The magnitude of MD changes within the ventral horn was associated with 
white matter diffusivity changes (MD: p=0.013; FA: p=0.028) within the lateral 
corticospinal tract. In contrast, dorsal horn cross‐sectional area was reduced by 16.0% 
(p<0.001) without alterations in diffusivity indices when compared to controls. No 
associations between the magnitude of ventral and dorsal horn neurodegeneration and 
clinical impairment were evident. 
Focal cord grey matter pathology is evident remote to the compression site in‐vivo in CSM 
patients. Microstructural changes in the ventral horns (i.e.motoneurons) related to 
corticospinal tract integrity in the absence of atrophy and marked motor impairment. 
Dorsal horn atrophy corresponded to main clinical representation of sensory impairment. 
Thus, neuroimaging biomarkers of cord grey matter integrity reveal focal 
neurodegeneration prior to marked clinical impairment and thus could serve as predictors 
of ensuing impairment in CSM patients.  
Keywords: Spinal Cord Diseases, Myelopathy, Diffusion Tensor Imaging, Spinal Cord Dorsal 
Horn, Spinal Cord Ventral Horn 
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Introduction 
Cervical spondylotic myelopathy (CSM) is the most frequent non‐traumatic spinal cord 
disorder in the elderly leading to impairment in sensorimotor function and reduced quality 
of life.1 In addition, it is a known risk factor for cervical central cord syndrome (i.e. spinal 
cord injury).2 However, the onset of cord compression is unknown and the trajectory of 
disease progression remains often subclinical for years.  
Damage to the neuronal tissue is progressively caused by chronic cord compression, 
exposure to dynamic stress, and deterioration of blood‐supply.3 Next to focal 
myelopathy,4–6 a cascade of neurodegenerative processes is evident in the grey and white 
matter above the site of compression in the cervical cord 7–10 and even in the sensorimotor 
cortex11,12 that can be assessed non‐invasively, amongst others, by magnetic resonance 
spectroscopy and diffusion tensor imaging (DTI) and other advanced MRI techniques 
sensitive to atrophy and microstructural changes.13 Microstructural changes can be 
identified by diffusivity indices (e.g. fractional anisotropy (FA) and mean diffusivity (MD)) 
calculated by DTI that provide information about the microstructural integrity of the 
underlying tissue. Reduced FA and increased MD have both been associated with loss of 
axonal count and myelin content.14–16 
Neuroprotective treatments6,17 to improve functional independence and quality of life 
have entered clinical trials.18 However, there is a need to detect and monitor subclinical 
trajectories prior to marked clinical impairment in tissue at risk (i.e. before relevant 
irreversible neuronal loss) that may improve interventional guidelines (e.g. 
decompressive surgery), to evaluate individual (subclinical) treatment responses and to 
predict outcome. Advanced neuroimaging biomarkers of cord pathology therefore hold 
promise to bridging this gap.19  
In this study, we investigated detailed grey matter ventral and dorsal horn atrophy (i.e. 
volumetric reduction) and microstructural alterations (i.e. changes in diffusivity indices) 
using high‐resolution structural and diffusion MRI protocols above stenosis in the cervical 
spinal cord in patients with CSM.7 This allows us to address key questions of whether both 
the ventral and dorsal horns show signs of neurodegeneration prior to onset of marked 
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impairment rostral to the site of compression and whether the extent of grey matter 
pathology relates to white matter pathology (e.g. relation between motor neurons and 
corticospinal tract). 
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Methods 
Participants and study design 
Twenty patients (six female, age 52.0 ± 14.5 years (mean ± SD)) with CSM referred for 
neurological examination due to sensory impairment and pain and eighteen healthy 
subjects (six female, age 44.4 ± 9.7 years) were consecutively recruited in the outpatient 
clinic. Tract‐specific white matter changes in the posterior column and corticospinal tracts 
were already reported for this study cohort.7 Age was statistically not different between 
patients and controls (Mann‐Whitney U test: p=0.1075). Following inclusion criteria for 
study enrolment were fulfilled from all participants: age between 18‐70 years, no MRI 
contradictions, no other neurological or mental conditions, and no pregnancy. The study 
protocols were in accordance with the Declaration of Helsinki and approved by the local 
review board (reference number: EK‐2012‐0343). All participants gave written informed 
consent before study inclusion.  
Clinical examination 
All patients underwent a comprehensive clinical protocol including the modified Japanese 
Orthopedic Association (mJOA) scale20 to assess disease severity and sensorimotor 
function. The International Standards for Neurological Classification of Spinal Cord Injury 
(ISNCSCI) protocol21 for upper extremity motor score (UEMS), light touch (UELT) and 
pinprick (UEPP), the Spinal Cord Independence Measure (SCIM),22 and the Graded 
Redefined Assessment of Strength, and Sensibility and Prehension (GRASSP)23 were used 
as complementary assessments. 
MRI data acquisition 
In all participants, high‐resolution MRI data at vertebra C2/C3 (above the level of 
compression in all patients) was acquired on a 3T Skyrafit MRI scanner (Siemens 
Healthcare, Germany) equipped with a 16‐channel radio‐frequency receive head and neck 
coil. A MRI‐compatible stiff neck (Laerdal Medicals, Norway) was worn by all participants 
to reduce motion artefacts in z direction. All participants were carefully positioned by the 
radiographers. 
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As reported previously7, the midsagittal slice of a 2D sagittal T2‐weighted turbo spin‐
echo sequence of the cervical spine was used for assessing the site of compression, to 
calculate the maximum canal compromise (MCC) and the maximum spinal cord 
compression (MSCC). We further quantified the signal change ratio from the region of 
hyperintensity against an average reference region at the C7/T1 and C2 level or, if not 
applicable, from the level of greatest cord compression at C2. The scan specification 
were the following: 20 slices with a thickness of 2.5mm with 10% inter‐slice gap, field of 
view (FOV) of 220x220mm2, matrix size of 384x384, time of repetition (TR) of 3760ms, 
time of echo (TE) of 87ms, flip angle α=160°, readout bandwidth of 260Hz/pixel and a 
total acquisition time of 2 minutes and 2 seconds. 
We used a high‐resolution 3D T2*‐weighted MEDIC (multi‐echo data imaging combination) 
sequence to acquire five structural volumes with the following parameters: field of view 
(FOV)=162x192mm2, matrix size=648x768, twenty slices perpendicular to the spinal cord, 
voxel size=0.25x0.25x2.50mm3, TR=44ms, TE=19ms, flip angle=11°, and readout 
bandwith=260Hz/pixel. 
We used a cardiac‐gated monopolar single‐shot spin‐echo EPI (echo‐planar imaging) 
sequence with reduced FOV and outer volume suppression24,25 to acquire four diffusion‐
weighted (DW) datasets including 30 DW volumes (b=500s/mm2) and six T2‐weighted 
volumes (b=0s/mm2). In total, 144 DW volumes were acquired. Sequence parameters were 
as following: FOV=133x30mm2, matrix size=176x40, ten slices perpendicular to spinal cord 
with 10% inter‐slice gap, voxel size=0.8x0.8x5mm3, TR=350ms, TE=73ms, and readout 
bandwith=768Hz/pixel. 
Quantitative MRI data processing 
We used SPM12 (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/) to register the five 3D structural 
volumes to account for non‐rigid motion and increase signal to noise using a symmetric 
diffeomorphic algorithm.26 Jim 7.0 (Xynapse Systems, UK) was used to manually segment 
the cross‐sectional spinal cord grey matter7 and further subdivision into the bilateral 
ventral (approximately Rexed lamina VI‐IX) and dorsal (approximately Rexed lamina I‐V) 
horns (Figure 1A). Lamina X was excluded due to high intra‐rater variability. The 
coefficients of variation (COV=standard deviation/mean) for intra‐rater variability of grey 
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matter, ventral horn, and dorsal horn areas was 2.8%, 3.6%, 5.6% (five healthy controls, 
three segmentations at least 2 weeks apart), and inter‐rater variability of 5.5%, 12.3%, and 
15.2% (all healthy controls, two independent raters), respectively.27 
For diffusion data, we used the ACID toolbox (www.diffusiontools.com) for eddy current, 
motion, and physiological artefacts correction28,29 and for robust tensor fitting29. Mean 
diffusivity (MD) and fractional anisotropy (FA) were calculated and normalized to the MNI‐
Poly‐AMU template30 using the FA voxel‐based statistics toolbox.31 Additionally, manual 
slice‐by‐slice registration refined the registration accuracy.7 Diffusion indices maps were 
smoothed with a 0.5x0.5x5mm3 full‐width at half maximum Gaussian kernel. 
MRI data analysis 
Stata 13 (StataCorp LP, USA) was used to assess differences in cross‐sectional areas of 
ventral and dorsal horns (i.e. atrophy) between groups using analysis of covariance 
(ANCOVA). Regression models were constructed to investigate the relationship between 
volumetric grey matter readouts and clinical impairment and level of compression.  
SPM12 was used for voxel‐wise statistics using general linear models in calculated 
diffusivity maps to assess microstructural alterations. Statistical parametric maps were 
initially thresholded with a cluster‐defining threshold of p=0.01. A cluster extent threshold 
of p=0.05 based on Gaussian Random Field theory was applied to account for multiple 
comparisons32 and only results corrected for family‐wise error are reported. Two‐sample t‐
tests were used to assess differences in grey matter diffusivity indices between groups. 
Regression models were constructed to assess the relationship between grey matter and 
1) corresponding white matter tract diffusivities, 2) level of compression, and 3) clinical 
impairment. A grey matter atlas was used as region of interest in all voxel‐wise statistical 
models of diffusivity indices.30  
Age was included as nuisance variable in all statistical models assessing atrophy and 
microstructural alterations to reduce age‐dependent variance and adjust for possible 
confounding effects.   
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Results 
In brief, cervical spondylotic myelopathy was identified as mild in ten patients (mJOA ≥ 
15), as moderate in nine patients (mJOA = 12–14) and as severe in one patient (mJOA < 
12). Nine from 20 patients showed a T2 signal hyperintensity with a signal change ratio 
of 1.58 ± 0.32 and the level of stenosis was at C3/4 for two patients, at C4/C5 for one 
patient, at C5/C6 for 13 patients, at C6/7 for three patients, and at C7/C8 for one 
patient. The maximum spinal cord compression (MSCC) was 17.33 ± 7.21% and maximum 
canal compromise (MCC) 37.36 ± 8.58%). Complementary assessments of sensorimotor 
function (mean ± SD) were as follows: upper‐extremity light‐touch (UELT) = 27.70±4.07, 
pinprick (UEPP) = 27.30±3.77, and motor score (UEMS) = 49.70±0.50; spinal cord 
independence measure (SCIM) = 97.85±4.04; and graded redefined assessment of 
strength, sensibility and prehension (GRASSP) = 220.74±12.32. In patients, level of 
stenosis was at C3/4 (n=2), at C4/C5 (n=1), at C5/C6 (n=13), at C6/7 (n=3), and at C7/C8 
(n=1). Eight patients showed a single compression site, whereas 12 patients showed a 
multisegmental degeneration of the spinal column. Detailed individual patients 
characteristics and radiologic readouts (i.e. maximum spinal cord compression, 
maximum canal compromise, and signal hyperintesities) were reported previously.7 
We first confirmed the reductions in cross‐sectional cervical spinal cord, white matter, and 
grey matter area in patients compared to controls. 7 Grey matter area was reduced by 7.4% 
(p=0.021; patients: 14.98 ± 1.46mm2 (mean ± SD); controls 16.18 ± 0.89mm2). In the 
bilateral ventral horns, the cross‐sectional area was not different between groups 
(p=0.863; patients: 6.42 ± 0.76mm2; controls: 6.46 ± 0.44mm2) (Figure 1B), but MD was 
increased (p=0.045, k=67mm3, Z=3.22, x=‐2.5mm, y=‐19mm, z=36mm) (Figure 2A&B). No 
significant between group changes were evident for FA. The cross‐sectional area of 
bilateral dorsal horns was reduced by 16.0% in patients compared to controls (p<0.001; 
patients: 6.94 ± 1.13mm2; controls 8.26 ± 0.77mm2) (Figure 1B), but no significant 
diffusivity changes were detected.  
Investigating the relationship between grey and white matter diffusivities, we observed an 
association between the increased right ventral horn MD and increased MD (p=0.013, 
k=98mm3, Z=5.25, x=3.5mm, y=‐19.5mm, z=19mm) and reduced FA (p=0.028, k=74mm3, 
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Z=4.53, x=4.5mm, y=‐18.5mm, z=30mm) in the corresponding right corticospinal tract 
(Figure 2A&C). 
No associations were observed for any grey matter MRI readouts and level of compression 
or clinical impairment.   
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Discussion  
In a cohort of CSM patients in which atrophy of grey and white matter was reported7, we 
now addressed to what extent the degree of neurodegeneration (i.e. atrophy and 
diffusivity changes) in the ventral and dorsal horns relates to white matter integrity 
changes of the major spinal pathways and clinical impairment. We show detailed grey 
matter neurodegeneration occurring in the ventral and dorsal horns of the cervical cord 
grey matter rostral to the site of compression in patients with mild to moderate CSM. 
Crucially, focal grey matter neurodegeneration in the ventral horns was related to a 
decreased integrity of the corticospinal tract prior to marked impairment in motor 
function.1,2  
Insights into spinal cord grey matter pathology  
At the compression site, focal neurodegeneration is evident by grey matter atrophy in 
parallel to axonal degeneration of spinal pathways4,5 that are caused by compression‐
induced ischemia,17,33 neuroinflammation 6,33,34 and neuronal loss. 6,33  
In this study, we show extensive neurodegeneration several segments above the level of 
compression in the spinal ventral and dorsal horns in‐vivo. Interestingly, the ventral horns 
showed diffusivity changes (i.e. increased MD) in the absence of atrophy. Propriospinal 
circuitries 35,36 and corticospinal projections to motor neurons 37 might be indirectly 
perturbed by the stenosis leading to remote neurodegeneration (e.g. axonal degeneration, 
neuronal loss)3,38 which cause the mean diffusivity to increase. On the contrary, in the 
dorsal horns, prominent atrophy in the absence of diffusivity changes was evident above 
the compression site. Remote dorsal horn atrophy rostral to the injury site may be caused 
by anterograde and transsynaptic degeneration38–40 and triggered by focal damage to the 
ascending fibres of the spinothalamic tract and somatosensory afferents transmitting to 
second‐order sensory pathways 41. These findings are coherent with the clinical 
representation of predominantly sensory impairment and pain in this CSM patient cohort. 
Another factor of dorsal horn atrophy might be a result of loss of afferent control of the 
corticospinal tract.42,43 Thus, in the absence of ventral horn atrophy, dorsal horn atrophy 
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was the major factor contributing to grey matter volumetric degeneration above the 
compression site in this patient cohort.  
Interestingly, the overall butterfly shape of the grey matter was not altered in any patient 
remote from stenosis. In contrast, at the site of compression the grey and white matter 
was not readily distinguishable on the MEDIC sequence due to partial volume effects 
caused by the compression of the myelon. Thus, measuring above the site of 
compression overcomes these technical challenges enabling the accuarate and sensitive 
sub‐segmentation of white and grey matter as well as unbiased voxel‐based analysis of 
microstructure. Moreover, measuring above the level of compression offers greater 
sensitivity to capturing overall neurodegeneration as compression occurs frequently at 
multiple levels and thus the full extent of neurodegeneration can only be captured 
above. This approach is widely applied in MS44 and SCI45  where a spinal injury can occur 
at any level of the cord. Thus assessing neurodegeneration above and potentially below 
the level of compression site holds promise to complement clinical readouts. 
 In summary, neurodegeneration in CSM, although different in causation, disease onset 
and progression trajectory,3 resembles the pathophysiological processes of antero‐ and 
retrograde degeneration observed after spinal cord injury.38,46,47 
 
Relating grey matter pathology to white matter pathology and impairment 
In CSM, neurodegeneration is evident far beyond the site of compression impacting both 
grey and white matter integrity.7–12. We provide a link between focal grey matter changes 
(e.g. motor neuron damage) and remote white matter changes by revealing a direct 
relationship between right ventral horn diffusivity changes (i.e. MD increases) and white 
matter diffusivity changes along the corticospinal tract (i.e decreased FA). We observed 
similar findings on the contralateral left side, but they did not survive correction for 
multiple comparisons. Ventral horn and corticospinal diffusivity changes may therefore 
indicate early microstructural neurodegeneration of the motor system before onset of 
marked motor impairment. No relationship was observed for remote grey matter 
neurodegeneration and level of compression. The complex nature of neurodegeneration 
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and its dependence on a combination of multiple linear and/or non‐linear factors (e.g. 
distance to compression, single vs. multiple spinal degeneration, treatments) may have 
concealed a linear relationship. 
The current clinical outcome measures (e.g. mJOA) are dominated by focal cord 
compression and white matter pathology, but they are not sensitive to detect remote 
changes in the sensorimotor neuronal pool and interneuronal circuits located within the 
grey matter at the cervical C2/C3 level. In accordance to this, we observed no associations 
between grey matter MRI readouts above the site of compression and clinical scores. This 
study therefore motivates the development of novel and more refined readouts to 
complement clinical assessments. 
Following considerations should be taken into account. Age was not significantly different, 
but still might have some effects on the MRI data. Therefore, we included age as covariate 
of no interest in all statistical models to reduce possible confounds. Grey matter 
segmentation and partition into ventral and dorsal horns was performed manually as fully 
automated frameworks are still in development.30 Inter‐ and intra‐observer coefficient of 
variation for grey matter segmentation are similar to the ones previously reported.27 In 
addition, intra‐observer variability in grey matter horns was below 6%. Voxel‐based 
statistics in spinal cord imaging is still in its infancy and depends on acquisition and post‐
processing techniques to reduce artefacts due to instrumental (e.g. eddy currents) and 
physiological noise (e.g. cardiac pulsation), and subject motion. Therefore, we used state‐
of‐the‐art acquisition and post‐processing techniques feasible in clinical settings to reduce 
these confounding effects. For our voxel‐based statistical analysis within the cervical grey 
matter, we used a grey matter template30 as region of interest to increase sensitivity. 
Misalignment of grey matter during registration and normalization may reduce the 
sensitivity for true positive results by increasing the between subject variability. For 
example, in the dorsal horns expected diffusivity changes might be harder to detect due 
to a higher misalignment of the dorsal horn as compared to the ventral horn. Another 
reason for the lack of observed diffusivity changes could be due to partial volume effects 
(PVE) between grey and white matter that may have masked microstructural changes 
(i.e. alterations in diffusivity indices) in the dorsal horns due to marked atrophy (i.e. 
diffusivity changes in grey matter due to white matter displacement). 
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Conclusion 
Microstructural changes in the ventral horns above the level of injury and their interplay 
with diffusivity changes in the corticospinal tract indicate neurodegeneration affecting the 
motor system prior to marked clinical impairment. Dorsal horn atrophy occurred in parallel 
to sensory impairment and pain. Therefore, grey matter neuroimaging biomarkers beyond 
the focal cord compression have to be considered as these may provide clinically relevant 
readouts sensitive to subclinical structural changes and thereby complement conventional 
clinical readouts. Future longitudinal studies applying advanced spinal cord neuroimaging 
biomarkers will aim to improve our understanding of the pathophysiological processes 
and evaluation of prognostic factors, which holds potential to improve disease 
management.    
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Figures Legend 
 
Figure 1: Cervical cord grey matter atrophy. (A) Illustration of grey matter sub‐segmentation into 
dorsal (blue) and ventral (red) horns. (B) Significant reduction in cross‐sectional area of dorsal 
horns, but not ventral horns in patients compared to healthy controls. 
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Figure 2: Microstructural changes in right ventral horn and corresponding right corticospinal 
tract. (A) Coronal section showing the extent of right ventral horn neurodegeneration (red) and its 
association with the right corticospinal tract (green). For reference, grey matter is shown in blue. 
(B) Axial section of elevated mean diffusivity in the right ventral horn (red) in patients compared to 
healthy controls. (C) Axial section showing the relationship between extracted mean diffusivity 
from the right ventral horn cluster shown in (B) and reduction of fractional anisotropy in the right 
corticospinal tract (green). Colour bars represent t‐values. All results are FWE‐corrected (p<0.05). 
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